Análisis del contenido de nutrientes minerales durante la formación y maduración de embriones somáticos de FHIA-21 (Musa AAAB) by García-Águila, Leyanes et al.
Artículo original Biotecnología Vegetal Vol. 12, No. 1: 33 - 40, enero - marzo, 2012 
ISSN 2074-8647, RNPS: 2154 (Versión electrónica) 
ISSN 1609-1841, RNPS: 0397 (Versión impresa) 
Análisis del contenido de nutrientes minerales durante la 
formación y maduración de embriones somáticos de ‘FHIA-21’ 
(Musa AAAB) 
Leyanes García-Águila1*, Yelenys Alvarado-Capó1, Rafael G. Kosky1, Zoe Sarría1, Borys Chong-
Pérez1, Maritza Reyes1, Blanca Pérez1, Alexis Concepción1, Ángel Mollineda2. *Autor para 
correspondencia. 
1Instituto de Biotecnología de las Plantas, Universidad Central Marta Abreu de Las Villas, Carretera a Camajuaní 
km 5.5 Santa Clara, Villa Clara. Cuba, CP 54 830. 
2Centro de Investigaciones Agropecuarias (CIAP). Facultad de Ciencias Agropecuarias. Universidad Central 
Marta Abreu de Las Villas, Carretera a Camajuaní km 5.5 Santa Clara, Villa Clara. Cuba, CP 54 830. 
RESUMEN 
A pesar de los avances que ha tenido la embriogénesis somática en Musa spp. no existen estudios que 
reflejen los requerimientos de nutrientes minerales durante su desarrollo. Este trabajo tuvo como objetivo 
determinar el contenido de nutrientes minerales en el medio de cultivo al inicio y final de las fases de 
formación y maduración de embriones somáticos de ‘FHIA-21’ cultivados con dos densidades de inoculación. 
Para la formación de embriones somáticos en medio de cultivo líquido se utilizaron dos densidades de 
inoculación (0.5 y 1.5 gMF) de agregados celulares embriogénicos. A los 30 días de cultivo se cuantificó el 
número de embriones somáticos formados. Posteriormente, estos se colocaron en medio de cultivo líquido 
de maduración y se utilizaron 0.2 y 0.6 gMF de densidad de inoculación. A los 30 días de cultivo se observaron las 
características morfológicas de los embriones somáticos y se transfirieron a medio de cultivo semisólido de 
germinación. El número de embriones somáticos germinados se cuantificó a los 30 días de cultivo. En ambas 
fases se determinó el contenido de Calcio, Magnesio, Potasio, Hierro, Cobre, Manganeso y Zinc en el medio de 
cultivo por espectroscopia de absorción atómica. Los resultados mostraron el efecto regulatorio de la densidad de 
inoculación sobre la formación y desarrollo ontogénico de embriones somáticos en ‘FHIA-21’. No se comprobó 
una relación entre el factor densidad de inoculación y el contenido de nutrientes minerales en el medio de cultivo. 
La formación de un mayor número de embriones somáticos se correspondió con una reducción en el contenido 
de Calcio, Magnesio, Potasio y Zinc. Se evidenció la importancia del hierro en la fase de maduración. 
Palabras clave: embriogénesis somática, hierro, regeneración de plantas. 
Analysis of the mineral nutrients content during the formation and 
maturation of somatic embryos of ‘FHIA-21’ (Musa AAAB) 
ABSTRACT 
Despite the advances reached using somatic embryogenesis in Musa spp., there are not studies that state 
the requirements of mineral nutrient during its development. This investigation aimed to determine the mineral 
nutrient content in the culture medium at the beginning and end of the ‘FHIA-21’ somatic embryos formation 
and maturation phases. Two inoculation densities (0.5 and 1.5 gMF) of embryogenic cell aggregates were 
used for the somatic embryos formation in liquid culture medium. The number of somatic embryos formed was 
quantified after 30 days of culture. The content of Calcium, Magnesium, Potassium, Iron, Copper, Manganese and 
Zinc in the culture medium was determined by automatic absorption spectroscopy in both phases. Results 
showed the regulatory effect of inoculation density on the ontogenic formation and development of somatic 
embryos of ‘FHIA-21’. No relation between the inoculation density factor and mineral nutrients content was 
observed. The formation of a higher number of somatic embryos corresponded to a reduction in the content of 
Calcium, Magnesium, Potassium and Zinc. The importance of Iron in the maturation phase was evident. 
Key words: somatic embryogenesis, iron, plant regeneration. 
INTRODUCCIÓN medio de cultivo (Ramage y Williams, 2002). 
Entre estos, los nutrientes minerales son los 
El éxito del cultivo in vitro de tejidos vegetales de mayor importancia porque intervienen en las 
está influenciado por los componentes del funciones celulares y en el metabolismo de las 
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plantas (George y de Klerk, 2008). Por esta 
razón constituyen la mejor variable para 
estudiar su efecto sobre la respuesta 
morfogenética de los tejidos vegetales (Kothari-
Chajer et al., 2008), dada por la formación de 
órganos o embriones somáticos. 
En el género Musa, el desarrollo de la 
embriogénesis somática ha tenido dos 
objetivos principales: disponer de una técnica 
con alta eficiencia para la micropropagación y 
de un sistema de regeneración a nivel celular 
útil para la transformación genética e 
hibridación somática (Georget et al., 2000). Al 
respecto, investigaciones anteriores han 
demostrado la importancia de la densidad de 
inoculación en la formación y desarrollo de 
embriones somáticos, en este género 
(Barranco et al., 2009). 
El efecto de la densidad de inoculación puede 
estar relacionado con la disponibilidad de 
nutrientes minerales en el medio de cultivo. El 
papel de estos en el desarrollo de los cultivos 
embriogénicos ha sido citado por varios autores 
en diferentes especies (Takeda et al., 2003; 
Kintzios et al., 2004; Desai et al., 2006; 
Mahalakshmi et al., 2007; Minyaka et al., 2008; 
De Feria et al., 2009; Saha et al., 2010). Sin 
embargo, a pesar de los avances que ha tenido 
la embriogénesis somática en Musa spp. no 
existen estudios que reflejen los requerimientos 
de nutrientes minerales durante el desarrollo 
de este proceso morfogenético. Es por ello, que 
los estudios relacionados con el análisis del 
contenido de elementos minerales en el medio 
de cultivo podrían contribuir a dilucidar el efecto 
de la densidad de inoculación, además de 
proporcionar información que puede ser 
utilizada en la formulación de los medios de 
cultivo durante el desarrollo de la 
embriogénesis somática en este género. En 
este sentido, Adelberg et al. (2010) consideraron 
que el análisis del contenido residual del medio 
de cultivo era una herramienta importante para 
determinar la influencia de los elementos 
minerales en la respuesta de diferentes 
especies al cultivo de tejidos. 
Teniendo en cuenta los aspectos anteriormente 
descritos, este trabajo tuvo como objetivo 
determinar el contenido de nutrientes minerales 
en el medio de cultivo al inicio y final de las 
fases de formación y maduración de embriones 
somáticos de ‘FHIA-21’ cultivados con dos 
densidades de inoculación. 
MATERIALES Y MÉTODOS 
Material vegetal 
Se seleccionaron en campo brotes florales 
masculinos de plantas adultas del cultivar de 
plátano ‘FHIA-21’. Los brotes se colectaron 
después de emitida la última flor femenina y se 
trasladaron al laboratorio para su desinfección 
y posterior extracción de flores masculinas 
inmaduras. 
Inducción de callos con estructuras 
embriogénicas y establecimiento de 
suspensiones celulares 
La inducción de callos con estructuras 
embriogénicas se promovió a partir de las flores 
masculinas inmaduras, siguiendo el 
procedimiento descrito por Escalant et al. (1994) 
para el cultivar de banano ‘Grande Naine’. Estos 
callos fueron utilizados para el establecimiento 
de suspensiones celulares embriogénicas 
(SCE), las cuales seiniciaron con 150 mg de 
masa fresca (MF) de estructuras embriogénicas 
en Erlenmeyers (25 ml de volumen total) que 
contenían 3.0 ml del medio de cultivo líquido. A 
los 30 días de cultivo, las SCE fueron tamizadas 
con filtros de malla metálica de 0.5 mm de 
longitud de poro y su multiplicación se efectuó 
con la adición de 1.0 ml de agregados celulares 
sedimentados en Erlenmeyer de 250 ml de 
capacidad con 30 ml de medio de cultivo 
(Daniels et al., 2002). Después de cinco 
subcultivos cada 30 días, se utilizaron las SCE 
para la formación de embriones somáticos a 
partir de los agregados celulares 
embriogénicos. 
Formación de embriones somáticos 
Para la formación de embriones somáticos en 
medio de cultivo líquido se utilizaron dos 
densidades de inoculación (0.5 y 1.5 gMF) de 
agregados celulares embriogénicos. Estas se 
adicionaron en Erlenmeyers de 250 ml de 
capacidad, que contenían 30 ml de medio de 
cultivo compuesto por el 100% de las sales 
inorgánicas SH (Schenk e Hildebrandt, 1972), 0.5 
mg l-1 de biotina, 100 mg l-1 de extracto de malta, 
100 mg l-1 de L-glutamina, 230 mg l-1 de L-prolina, 
10 mg l-1 de lactosa, 0.05 mg l-1 de zeatina, 100 
mg l-1 de mio-inositol, 0.2 mg l-1 de ácido naftaleno 
acético, 0.2 mg l-1 de isopenilam inopurina, 0.1 m g l-1 
de Kinetina y 45 g l-1 de sacarosa. El pH se ajustó a 
5.3 antes de la esterilización por autoclave. 
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A los 30 días de cultivo se cuantificó el número 
de embriones somáticos y los datos se 
procesaron a través de un análisis de varianza 
(ANOVA) de clasificación simple. La comparación 
de las medias se efectuó mediante la prueba de 
Dunnett C con un nivel de significación del 
95.0%. Se empleó el paquete estadístico 
Statistical Package for Social Science (SPSS) 
versión PASW Statistic 18. 
Maduración y germinación de embriones 
somáticos 
Los embriones somáticos que se formaron se 
colocaron en medio de cultivo líquido de 
maduración. En esta fase se utilizaron 0.2 y 
0.6 gMF de densidad de inoculación, en 
Erlenmeyers de 250 ml de capacidad que 
contenían 30 ml del medio de cultivo propuesto 
por Kosky et al. (2000). Este medio de cultivo 
contenía sales MS (Murashige y Skoog, 
1962), vitaminas MS al 100%, 1.0 mg l-1 de 
biotina, 0.5 mg l-1 de 6-bencilaminopurina (6-
BAP), 1.0 mg l-1 de ácido indol-3-acético (AIA) 
y 45 g.l-1 de sacarosa. El pH se ajustó a 5.8 
antes de la esterilización por autoclave. 
A los 30 días de cultivo se observaron las 
características morfológicas de los embriones 
somáticos, y se transfirieron a medio de cultivo 
semisólido de germinación. Este contenía 
100% de sales MS, vitaminas MS, 0.5 mg l-1 de 
6-BAP, 2.0 mg l-1 de AIA, 100 mg l-1 de mio-
inositol, 0.01 mg l-1 de Biobrás-6, y 30 g l-1 de 
sacarosa (Kosky et al., 2000). El número de 
embriones somáticos germinados se cuantificó 
a los 30 días de cultivo. La comparación de los 
valores del número de embriones somáticos 
germinados se efectuó mediante la prueba de 
Kruskall Wallis, con un nivel de significación 
de 95.0%. Se empleó el paquete estadístico 
SPSS. 
Determinación de nutrientes minerales en 
el medio de cultivo 
En las fases de formación y maduración de 
los embriones somáticos se establecieron 
cinco repeticiones por cada tratamiento 
(densidad de inoculación) con un diseño 
experimental completamente aleatorizado. 
En ambas fases se determinó el contenido 
de Calcio, Magnesio, Potasio, Hierro, Cobre, 
Manganeso y Zinc en el medio de cultivo. 
Con este propósito se tomaron muestras de 
10 ml de medio de cultivo al inicio del cultivo 
y al final del cultivo (30 días) El análisis de 
las muestras se realizó por espectroscopia 
de absorción atómica (SP-9, PYE 
UNICAM), siguiendo la metodología de 
Smith y Scherk (1972). La cuantificación 
Calcio, Magnesio y Potasio se realizó con 
diluciones a las muestras 1:5 y el contenido 
de Hierro, Cobre, Manganeso y Zinc se 
efectuó a partir de la muestra original. Los 
datos se expresaron en mg l-1. 
Los valores del contenido de Calcio, Magnesio, 
Potasio, Hierro, Cobre, Manganeso y Zinc en 
el medio de cultivo al inicio y al final del cultivo 
se compararon mediante la prueba de Mann 
Whitney, con nivel de significación de 95.0%. 
Se empleó el paquete estadístico SPSS. 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
Formación de embriones somáticos 
A los 30 días de cultivo se observó la formación 
de embriones somáticos a partir de ambas 
densidades de inoculación de agregados 
celulares embriogénicos (0.5 y 1.5 gMF); 
aunque, con diferencias significativas en su 
número y morfología. El mayor número de 
embriones somáticos se obtuvo con 1.5 gMF 
con respecto a la densidad de inoculación de 
0.5 gMF (Figura 1). 
Los embriones somáticos formados con 1.5 
gMF presentaron una longitud que osciló entre 
0.26 y 0.75mm. Los embriones somáticos 
formados con 0.5 gMF mostraron mayor 
longitud que los obtenidos con 1.5 gMF, la cual 
osciló desde 0.10 hasta 1.0 mm. 
Al analizar el contenido final de nutrientes 
minerales se observó disponibilidad de todos 
los elementos minerales analizados en el medio 
de cultivo de formación de embriones. Sin 
embargo, los resultados mostraron una mayor 
reducción en el contenido de Calcio, Magnesio, 
Potasio y Zinc cuando se utilizó 1.5 gMF con 
respecto a 0.5 gMF, con diferencias 
significativas entre ellos. Lo anterior evidencia 
que en la formación de embriones somáticos 
juegan un papel importante las funciones en que 
intervienen cada uno de los nutrientes 
minerales. Para el contenido de Hierro, Cobalto 
y Manganeso no se observaron diferencias 
significativas (Tabla 1). 







0.5 1.0 1.5 2.0 
Densidad de inoculación (gMF en 30 ml 
de medio de cultivo) 
Barras con letras distintas indican diferencias significativas según la prueba Dunnett 
C, para p<0.05 (n=20). 
Figura 1 . Efecto de la densidad de inoculación sobre el número de embriones 
somáticos formados de ‘FHIA-21’ (Musa AAAB), a los 30 días en medio de cultivo 
líquido. 
Tabla 1. Contenido final de nutrientes minerales en el medio de cultivo de formación de embriones 
somáticos de ‘FHIA-21’ (Musa AAAB), con 0.5 y 1.5 gMF densidad de inoculación a los 30 días 
de cultivo. 
Contenido Inicial 
Densidad de inoculación (gMF/30ml) 
Nutrientes 0.5 1.5 
minerales (mg. l-1) Contenido Final Contenido Final 
Calcio 37.4 24.5 a 22.7 b 
Magnesio 21.4 3.2 a 2.0 b 
Potasio 913.3 316.9 a 48.3 b 
Hierro 1.880 1.284 a 1.302 a 
Cobre 0.048 0.027 a 0.025 a 
Manganeso 2.656 0.346 a 0.269 a 
Zinc 0.286 0.159 a 0.068 b 
Medias con letras distintas en una misma fila difieren significativamente según la prueba Mann 
Whitney para p<0.05 (n=5). 
En bananos y plátanos, no se han informado 
estudios c ient í f icos que re lac ionen la 
impor tanc ia de los d i ferentes nutr ientes 
minerales en el proceso de embriogénesis 
somática. Sin embargo, en otras especies de 
plantas se ha descrito el papel significativo del 
Calcio, Magnesio, Potasio y Zinc en el proceso 
de embriogénesis somática. Por ejemplo, la 
participación del Calcio en la embriogénesis 
somática de zanahoria (Daucus carota L.) fue 
demostrada por Takeda et al. (2003) al obtener 
mayor número de embr iones somát icos 
cuando los exp lantes fueron co locados 
directamente en medio de cultivo que contenía 
Calcio, respecto a los transferidos después de 
siete días. Estos autores demostraron que el 
aumento del Calcio libre en el citoplasma 
coincidía con la inducción del proceso de 
embriogénesis somática. 
Por otra parte, los resultados de Mahalakshmi 
et al. (2007) corroboraron una relación entre la 
presencia de Calcio y la acción del 2,4-D en la 
inducción de la respuesta embriogénica, en 
hojas de trigo (Triticum aestivum var. HD 2329). 
Ellos observaron una reducción del 80.0% de 
la formación de embriones somáticos cuando 
el Calcio no se adicionó al medio de cultivo. 
Posteriormente, Ghasemi et al. (2009) señalaron 
que el Calcio tuvo un efecto significativo en el 
proceso de di ferenciación de embr iones 
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somáticos de zanahoria (Dacus carrota cv. Nants). 
El increm ento del Calcio hasta 1.0 Mm en el medio 
de cultivo aumentó el número de embriones en 
etapa globular, mientras que los embriones en 
etapa cotiledonal fueron observados en la mayor 
concentración de este nutriente mineral. Estos 
resultados mostraron que el Calcio tiene un 
efecto directo sobre el embrión somático. Según 
Mashayekhi (2007), un exceso en la entrada de 
Calcio en las células hace que se produzca un 
potencial eléctrico por su acumulación en la 
pared celular y la membrana de la vacuola, el 
cual incrementa la polaridad celular y estimula 
la diferenciación celular. 
En el caso del Magnesio, existen evidencias 
que la omisión de este mineral en el medio 
de cultivo redujo el número de embriones 
somáticos en cal los de alfalfa (Medicago 
sativa L.) (Walker y Sato, 1981). También en 
el cul t ivo de m e l ó n (Cucumis melo L . ) , 
Kintzios et al. (2004) observaron con la mayor 
concentración de Magnesio la formación 
directa de embriones somáticos, mientras 
que con la menor concentración solamente 
ocurrió la formación de callos. 
Otros autores, como Desai et al. (2006), le 
atribuyeron una función importante al Magnesio 
por su alta acumulación en los tejidos durante 
el desarrollo de las diferentes fases de la 
embriogénesis somática de caña de azúcar 
(Saccharum officinarum. L) . Estos autores 
encon t ra ron la mayor acumu lac ión de 
Magnesio en callos proembriogénicos, o sea 
al iniciarse la formación de los embriones 
somáticos. Por su parte, Minyaka et al. (2008) 
en el cultivo de cacao (Theobroma cacao L.) 
observaron el efecto positivo del Magnesio y el 
Potasio en la adquisición de competencia 
embriogénica de siete genotipos considerados 
recalcitrantes. Todos estos genotipos fueron 
capaces de producir embriones somáticos 
dependiendo de la concentración de MgSO4 y 
K2SO4 en el medio de cultivo. 
Por otra parte, los resultados de Hossain et al. 
(1997) indicaron que el Zinc aumenta la 
actividad de las auxinas lo cual comprobaron 
por el i nc remento en el c rec imiento de 
suspensiones celulares embriogénicas de 
arroz (Oriza sativa L.). El efecto beneficioso 
de este mineral fue también descrito por 
Echavarri et al. (2008), los cuales observaron 
un aumento (40.0-53.0%) del número de 
embriones somáticos en diferentes cultivares 
de cebada (Hordeum vulgare L.). 
Más recientemente, en una especie de planta 
medicinal (Plantago ovata Forssk), Saha et al. 
(2010) observaron una mayor acumulación de 
Potasio, Calcio, Magnesio, Cobre y Zinc en la fase 
de formación de embriones somáticos lo cual 
sugiere que estos elementos son importantes 
para el éxito de la embriogénesis somática. 
Maduración de embriones somáticos 
Los resultados mostraron la influencia de la 
densidad de inoculación, utilizada durante la fase 
de maduración, sobre la germinación de los 
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Barras con letras distintas indican diferencias significativas según prueba Kruskall Wallis, 
para p< 0.05 (n=20) 
c 
Figura 2. Efecto de la densidad de inoculación en la fase de maduración sobre el porcentaje de 
ger m inación de embriones somáticos de ‘FHIA-21’ (Musa A A A B ) , a lo s 3 0 d í a s d e c u lt iv o . 
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Tabla 2. Contenido final de nutrientes minerales en el medio de cultivo de maduración de embriones 
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Medias con letras distintas en una misma fila difieren significativamente según la prueba Mann 
Whitney para p<0.05 (n=6). 
Al analizar el contenido final de nutrientes 
minerales en el medio de cultivo se observó 
que existía también disponibilidad de todos 
los elementos minerales analizados, después 
de 30 días de cultivo. Una mayor reducción 
en el contenido de Calcio, Magnesio, Potasio 
y Manganeso se produjo cuando se utilizaron 
0.2 gMF con respecto a 0.6 gMF, con 
diferencias significativas. Por el contrario, el 
contenido de Cobalto y Zinc se redujo 
significativamente cuando los embriones 
fueron cultivados con 0.6 gMF. Para el 
contenido de Hierro no se observaron 
diferencias significativas (Tabla 2). 
El Hierro fue el nutriente mineral de mayor 
reducción de su contenido en el medio de 
cult ivo, cuando se emplearon ambas 
densidades de inoculación, lo cual permite 
deducir que este mineral juega un papel 
importante en el desarrollo de los embriones 
somáticos de ‘FHIA-21’. Lo anterior pudiera 
estar relacionado con las numerosas 
funciones celulares en las que interviene. Por 
ejemplo, los resultados de Lanquar et al. 
(2005) dem ostraron a través de la 
participación de las proteínas transportadoras 
de metales (AtNRAMP3 y AtNRAMP4), que la 
movilización del hierro vacuolar es esencial 
durante la germinación de semillas de 
Arabidopsis thaliana. En este momento se 
produce alto consumo de energía por la gran 
actividad respiratoria y se activan las 
reacciones de oxidación reducción. Según 
estos autores, la formación de nuevas 
mitocondrias para el desarrollo de este 
proceso requiere de la introducción a las 
células vegetales de gran cantidad de Hierro 
y la observación del número de mitocondrias 
en los tejidos vegetales les permitió validar 
esta hipótesis. 
En plátanos y bananos no se han descrito 
resultados que relacionen el contenido de 
nutrientes minerales y su función en el desarrollo 
de embriones somáticos. Estos resultados 
abren nuevas interrogantes sobre los 
requerimientos nutricionales de los embriones 
somáticos durante la fase de maduración, 
específicamente en el cv. ‘FHIA-21’. 
En otras especies de plantas, muchos 
progresos se han realizado para el desarrollo 
y calidad del em brión somático con la 
modificación del contenido mineral del medio 
de cultivo. Existen evidencias a través de los 
resultados de Pullman et al. (2003) que un 
aumento del contenido Hierro durante la fase 
de maduración, mejoró el crecimiento y 
desarrollo de embriones somáticos de pino 
(Pinus taeda L.). Estos autores realizaron un 
análisis comparativo entre el contenido 
m ineral de los em briones somáticos y 
cigóticos, el cual indicó que los embriones 
somáticos contenían tres veces más Calcio, 
1.8 más de potasio y 17 veces más Boro que 
los embriones cigóticos. 
CONCLUSIONES 
Los resultados de esta investigación mostraron 
el efecto regulatorio de la densidad de 
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inoculación sobre la formación y desarrollo 
ontogénico de embriones somáticos de plátano 
‘FHIA-21’. 
A partir de los resultados se puede concluir 
que no se comprobó una relación entre el 
factor densidad de inoculación y el contenido 
de nutrientes minerales. La formación de un 
mayor número de embriones somáticos se 
co r respond ió con una reducc ión en e l 
contenido de Calc io, Magnesio, Potasio y 
Zinc. La determinación de l contenido de 
nutrientes minerales del medio de cultivo 
reveló la importancia del hierro en la fase de 
maduración. 
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